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ラット下肢芽における生理的細胞死の形態学的観察
太　　田　　栄　　一一・
東京医科大学第1解剖学教室
（指導：内野滋雄主任教授）
【要旨】胎生12～16日のSprague　Dawley系ラット胎仔を試料として，下肢の発生に関する経時的観察を
光学顕微鏡および電子顕微鏡により行った．
　胎生12日目に，外胚葉頂堤が下肢芽周縁に帯状に現れ，15日目の指放線形成まで早撃頂部における位置が
間葉細胞の凝集と共に移動し，細胞工数が増加し，やがて消失する様子が観察された．細胞死に陥った細胞
は外胚葉土堤，肢芽中心部，指間陥凹などの形態変化が生じる部位に観察され，電子顕微鏡所見より
apoptosisと考えられた．外胚葉頂堤内の細胞死は長軸方向への分化が終了するまで観察され，分化と密接に
関係することがうかがえた．胎生12，13日目の肢芽における間葉細胞の細胞死は近位軸後側に優位にみられ，
やがて軸前部へ観察される領域が移った．この細胞死が多くみられる領域は間葉細胞凝集部および指間陥凹
部においても，経時的観察により近位より遠位部に移動したため，下肢の分化は近位軸後より完了し，細胞
死が観察される領域が結果として末梢へ移動したと考えられた．
はじめに
　脊椎動物の四肢の発生順序に関する研究は，Sum－
merbellらの外胚葉頂堤を切除，再移植する方法に
より近位より遠位に向かい形成されることが証明さ
れている1）．しかし，分化途上の細胞の形態学的変化
を観察することにより，四肢発生の順序を推察した
報告はみられない．四肢形成過程の一連の分化には，
生理的細胞死が重要な役割を果たしていることが注
目され，遺伝子の関与などの報告もみられる2・3）．こ
の細胞死がみられる領域をSprague　Dawley系ラ
ット下肢芽の外胚葉頂堤，間葉細胞において観察す
ることにより，四肢の発生順序を形態学的に証明す
るための研究を行った．
研究材料および方法
　Sprague　Dawley系ラット成熟固体を用いた．成
熟ラット雌の膣垢中，有核上皮細胞数の増加を確認
し，成熟した雄と夕方同居させた．翌朝，膣栓およ
び，腔垢内の精子残存をもって妊娠第0日とした．
　受精後の胎生12日目から胎生16日目まで，それ
それの胎生日数の胎仔5匹の両下肢を採取した．妊
娠第12，13日目の胎仔はそのまま，妊娠第14～16日
目は足関節部で離断した．
　試料は2％パラホルムアルデヒドおよび2．5％グ
ルタルアルデヒド含有の0．1Mカコジレート緩衝
液（pH　7．4）で4℃，2時間の前固定を行った後，同
緩衝液で1時間（15分／1回，合計4回）洗浄を行っ
た．1％四酸化オスミウムを含有した緩衝液にて室温
で2時間，後固定を行い，エタノール系列で型通り
脱水しプロピレンオキサイドに置換した後，QuetoI
－812のエポキシ系樹脂に包埋した．光学顕微鏡用前
額断標本は厚さ1μmの連続切片とし，30μm間隔
で観察することとした．横断標本は厚さ1μmの連
続切片とし，25μm間隔で観察した．切片はトルイ
ジンブルー・アズールII染色を施した．
　光学顕微鏡にて生理的細胞死の認められる部位を
確認し，電子顕微鏡標本を作製した．試料を厚さ100
㎜に薄切し，コロジオン膜を張った銅製150グリ
ッドメッシュに載せ，4％酢酸ウラン水溶液で10分，
鉛で5分の重染色を行い，JEM－1200EX　II型透過
型電子顕微鏡（日本電子特製）により80kVの電圧
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で観察した．
1．胎生12日目
結
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果
　下肢の原基は胎芽の側方に突出し，C字型に轡曲
した舌状幽霊として認められた．舌状肢芽の末端部
に，外胚葉頂堤が3～5層の細胞より成る丘状隆起と
して観察された（Fig．1a）．外胚葉頂堤は横断切片
により，遠位部では笠島の腹側に，近位部では軸前，
軸後側の腹側に観察され，肢芽の周縁部に帯状に存
在した（Fig．2）．また，外胚葉頂堤の細胞層数は中
央の肢沖州端部ではより多く，辺縁に向かうに従い
減少した（Fig．3）．外胚葉頂堤以外の表層は不規則
ではあるが2層の細胞で覆われていた．表皮細胞は
不定形の核と，扁平で細長い細胞質を有しており，
深層に紡錘形または円柱状の表皮胚芽層細胞がみら
れた（Fig．4）．
　何心実質となる間葉細胞は不規則な配列を呈し，
核／細胞質比が高く，分裂像が散在性に観察された．
不定形の小血管が肢芽全体にみられ（Figs．1a，3），
外胚葉頂堤の直下には辺縁洞が存在した（Figs．1
a，　3，　4）．
　外胚葉頂堤と肢芽近位中心部において，核濃縮を
伴う細胞破壊像がみられ生理的細胞死と考えられ
た．この断片化した細胞が近隣細胞あるいはマクロ
ファージに負食される像も数多くみられた（Figs．
4，5）．外胚葉頂堤における細胞死は頂部に多く観察
された．
　間葉細胞の破壊像は，肢芽先端に近い領域には観
察されないが，近位部の軸後側に多くみられた
（Figs．　3，　11）．
　2．胎生13日目
　外胚葉頂堤の隆起が肢芽外周に帯状に観察された
（Fig．6：AER）．画廊中心には中心動脈が形成され
（Fig．6：CA），外胚葉駆動の直下には辺縁洞（Fig．
6：MS）がみられた．また，外胚葉頂堤内の細胞死は
広範囲に観察されたが，肢節中心部の細胞死は肢芽
中央の中心動脈より軸後側に多くみられた（Fig．
6）．
　3．胎生14日目
　足部が5角形に膨化し杓子状肢芽を形成した．足
部に5列の細胞凝集が直線的に配列（指放線）を始
め（Fig．7），第1，2，3趾と第4，5趾の指放線がそ
れぞれ中枢側で融合した（Fig．7）．
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　外胚葉頂堤は第2～3，3～4，4～5趾間の部分が厚
く，13日目より広い領域に生理的細胞死がみられた
が，第1～2趾間と第5一部に相当する部位に生理的
細胞死はみられなかった．
　表皮細胞層の直下には肢芽周縁を取り巻く細胞破
壊像が観察され，軸前，心後の指放線末梢部にも多
くの細胞死がみられた（Fig．8）．指間部の細胞密度
が疎な領域の細胞死は近位側に認められた．
、4．胎生15日目
　5列の指放線が明瞭に観察され，第5趾列の頂部
は第1趾列の頂部に比して突出していた（Fig。9）．
外胚葉頂堤および辺縁洞は，軸前，軸後にみられた
が消退傾向を示し，肢芽頂部の外胚葉頂堤内の細胞
死は減少した．外胚葉頂扇面5趾側では細胞死が散
見されたが（Fig．10），第1内側には細胞死はみられ
なかった．
　指放線の間葉細胞の長軸が，肢芽基部から指軸に
直角に配列し，末梢に向かい進行する様相を呈し，
軟骨様；構造を形成し始めた（Fig．10）．中足指節間関
節部を中心に細胞が同心円状配列を示し，裂隙部に
生理的細胞死をみた．
　指間遠位部に細胞死がみられ，表皮を伴う指間の
陥入が観察された．
　5．胎生16日目
　胎生15日目から大きな変化はみられないが，全て
の足の指で骨原基細胞の集籏化が進行し，外胚葉頂
堤は不明瞭となり辺縁洞は消退傾向を示した．また，
第2，3，4趾の骨化が進行したが，第1，5趾の骨化
はみられなかった．糸屑内側に大きな血管が多数認
められた．
考 察
　哺乳類の四肢における発生学的研究は，外胚葉頂
堤4’一一6）や血管の役割7・8），四肢の形成順序9）に関する
報告が主になされてきた．外胚葉面心の役割は，軟
骨化を抑制することにより間葉細胞を未分化のまま
で増殖能旺盛な状態に保ち，分化を制御することと
され，間葉細胞の形態変化と密接に関係する10）．
Saundersは外胚葉頂堤を除去すると肢芽の成長が
停止することを示し5），Zwillingはニワトリの遺伝
的な無百種は，外胚葉頂堤の欠損が原因であること
を確認した11）．また多指症ラットの外胚葉頂堤は，正
常に比較して形態的差異がみられることより12），外
胚葉墨堤は肢芽の長軸方向への発生，分化に大きな
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Fig．1a　胎生12日目舌状幽幽矢状断面
　　舌状隅隅の先端部に，外胚葉頂戴が3～5層の細胞層より成る丘状隆起（矢印）として観察される．
　　A：腹側　　P：背側　　scale　bar：100μm
　　lb：舌状肢芽模式図（胎生12日目）
　　平面1：Fig．1aのごとき矢状断面，平面2＝Fig．2のごとき横断面，平面3：Fig．3のごとき前額断面
P
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Fig．2胎生12日目舌状肢芽肢芽先端遠位部の横断面
　　外胚葉頂堤は軸前，軸後側の腹側にそれぞれ観察される（矢印）．
　　A：腹側　　B：背側　　scale　bar：40μm
（3）
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Fig．3　胎生12日目舌状肢芽前額断面
　　外胚葉頂堤（AER）の細胞歯数は中央の肢陰唄端部では多く，辺縁に向かう
　　に従い減少している．外胚葉頂堤の直下には辺縁洞（MS）が存在し，不定形
　　の小血管が肢芽全体にみられ，生理的細胞死は，肢芽先端に近い領域には観
　　察されないが，近位部の軸後側に多くみられる（矢印）．
　　T：軸前側　　F：軸後側
　　scale　bar：100　＃m
　　＊：同門電子顕微鏡像→Fig．4
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　Fig．4　胎生12日目舌状鱗芽先端部外胚葉頂堤の透過型電子顕微鏡（Fig．3＊）
　　　核濃縮を伴う細胞破壊像がみられる．近隣細胞に貧食される像もみられる（矢
　　　印）．表皮細胞は不定形の核と，扁平で細長い細胞質を有しており，深層に紡
　　　錘形または円柱状の表皮胚芽層細胞も見られる．基底膜直下には有核赤血球を
　　　含む辺縁洞（MS）が観察される．
　　　scale　bar：10　pt　m
（4）
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Fig．5　胎生12日目舌状懸樋近位軸後部（透過型電子顕微鏡像）
　　核濃縮を伴う細胞破壊像がみられる．マクロファージに貧食される像もみ
　　られる（矢印）．
　　scale　bar：5　＃m
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Fig．6　胎生13日目舌状肢芽前額断面
　　間葉細胞は軸後側に集籏がみられる．外胚葉頂堤（AER）の隆起が，肢芽
　　外周に帯状に観察される．肢芽中心には中心動脈（CA）が形成され，外胚
　　麗麗堤の直下には辺縁洞（MS）がみられる．肢芽中心部の細胞死は肢芽中
　　央の中心動脈より軸後側に多くみられる（矢印）．
　　T＝軸前側　　F：軸後側　　scale　bar；100μm
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Fig．7　胎生14日目下肢芽前額断面
　　足部が5角形に膨化し杓子状肢芽を形成し，5列の細胞凝集が直線的に配
　　列を始めている．その間は麗な細胞分布を示した．外胚葉頂堤は第2～3，
　　3～4，4～5趾間の部分が厚い．第3，4趾の骨原基細胞が集籏化し，第1，
　　2，3趾と第4，5趾の指放線がそれぞれ中枢側で融合している．
　　1，5：第1，5趾　scale　bar：200　＃　m　　＊：同部強拡大がFig．8
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Hg．8　胎生14日目第5趾指放線遠位部（Fig．7＊部の強拡大）
　　写真右方が外胚葉頂堤（AER）．左方が指放線末梢の間葉細胞．中央部に有
　　核赤血球で満たされる辺縁洞（MS）をみとめる．外胚葉頂堤と辺縁洞の間
　　の間葉細胞に多くの生理的細胞死がみられる．
　　MC：指放線間葉細胞　　scale　bar：10μm
（6）
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Fig．9胎生15日目下肢芽前額断面
　　5列の指放線が明瞭に観察され，第5趾（5）列の頂部は第1趾（1）列の頂
　　部に比して突出している（矢印）．
　　scale　bar：200μm　　＊：田部強拡大がFig．10
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Fig．10　胎生15日目下肢芽矢状断（Fig．9宰部の強拡大）
　　指放線の間葉細胞の長軸が，肢芽基部から指縄に直角に配列している．
　　軟骨様構造の形成は末梢に向かい進行する様相を呈している．外胚葉頂
　　堤（AER）第5趾側では細胞死が散見される．
　　MC：指放線間葉細胞の軟骨化　　MS：辺縁洞
　　scale　bar：20　＃m
（7）
1997年3月 太田：ラット下肢芽における生理的細胞死の形態学的観察 一　165　一
　
髭
oo
12
0
oぴ
凹
13
Fig．11　生理的細胞死が多く観察される領域の経時的変化
　　左から胎生12．13．14日目の肢芽模式図．斜線部が生理的細胞死が多く観察された
　領域．
　　12日目：外胚葉頂堤の頂部に生理的細胞死が観察された．間葉細胞では肢芽先端
　　に近い領域には観察されないが，近位部の中央から軸後側に多くみられた．
　　13日目：外胚葉頂堤の頂部に生理的細胞死が観察された．間葉細胞では肢芽中央
　　の中心動脈より軸後側に多くみられた．
　　14日目：13日目より外胚葉頂堤の広い領域で生理的細胞死がみられたが，第1～2
　　趾間と第5趾部に相当する部位に生理的細胞死はみられなかった．表皮細胞層の
　　直下には肢芽周縁を取り巻く細胞破壊像が観察され，持前，国後の指放線末梢部
　　にも多くの細胞死がみられた．指間部の細胞密度が疎な領域の細胞死は近位側に
　　認められた．
役割を果たしている5・11～13）．
　本研究における観察期間の間，肢芽頂部の外胚葉
頂堤の局在と構成する細胞電脳が変化し，厚く観察
された部位直下の辺縁洞の発達が顕著であった．辺
縁洞は毛細血管の三次元的構築であり，Seichertと
Rychterは，より増殖の旺盛な部分が，多くの血液を
誘導するためとしている14）．今回の観察において，外
胚葉頂堤の発達が顕著な部位に呼応するように，辺
縁洞の形成と間葉細胞の凝集がみられた．
　最近，個体発生において細胞の増殖のみでなく，
一度作られ不要になった細胞の生理的細胞形
（apoptosis）が分化に重要な役割を果たしているこ
とが注目されている15，16）．個体発生における生理的
細胞死は，ニワトリ17），マウス肢芽18）の観察により，
多くの部位に生じることが知られている．Peterは
細胞破壊の進行する際に見られる核，細胞膜，細胞
内小器官の形態変化より生理的細胞死を3型に分類
している16）．Type　1はapoptosisとも呼ばれ，核濃
縮の後に断片化した細胞が，マクロファージなどの
一食能を有する細胞のlysosomeにより二次的に消
化されるものであり，KerriS）により初めて定義され
た．Type　2は，自身のlysosomeにより破壊される
自己貧寒型変性，Type　3はlysosomeが関与しない
空胞変性である．今回，二二にみられた細胞死は電
子顕微鏡像より，マクロファージ様細胞に貧食され
る像が観察され，apoptosisと考えられ，　Kerrによ
ると形態変化の際に必ずみられるものとされてい
る15）．本研究において，発生途上の下肢芽にみられた
apoptosisは，外胚葉頂堤と間葉細胞に主として観
察され，これらの細胞が観察された領域において形
態変化が進行していると考えられる．四肢では経時
的に近位より形成されることが動物実験により証明
されているが1・5・19），細胞の形態変化を観察して得ら
れた結果ではない．今回の観察結果において，長軸
方向へのapoptosisの局在の変化は，経時的に近位
より遠位に向かい観察され，前後方向には近位軸後
より遠位一転へ向かった．以上より下肢芽近位より
軸後優位に分化，形態変化が完了し，結果として末
梢にapoptosisの領域が移動したと推察された
（Fig．　11）．
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　本研究では指放線形成以後は指間陥凹のみに生理
的細胞死がみられ，この現象も経時的に近位より遠
位に向かうため，表皮陥入は末梢より生じるが，指
間の深さは近位より決定されると考えられた．
　KimuraとShiotaは胎齢11～15日のマウス肢芽
をナイルブルー染色にて弱拡大にて観察し，表層外
胚葉には生理的細胞死と考えられる所見はなかった
と報告しているが20），本研究における細胞死は胎生
12日には外胚葉頂堤の面白頂部に観察され，経過と
伴に軸前，軸後に移動し，指放線形成以後は消退傾
向を示した．外胚葉頂堤内の生理的細胞死は外胚葉
頂堤の形態変化を規定し，間接的には長軸への分化
を制御していると考えられた．
　外胚葉溢出細胞と肢芽実質細胞の機能は根本的に
異なり，両者で観察されたapoptosisを同列に扱え
るものか，本研究からはうかがい知ることはできな
い．apoptosisが生じる機序に関し，Hurleら2），　Mori
ら3）はDNA解析により遺伝子の関与を示してお
り，個体発生における分化とapoptosisを関係づけ
ることができる．
　本研究の結果は細胞の形態学的観察により得られ
たものであり，Summerbellら1）の四肢の形成順序
を推察した研究と異なった視点の観察ではあるが，
両者は矛盾するものでなく，長軸方向への四肢分化
の順序を形態学的に証明し得たものと考える．
結 論
　ラット下肢芽にみられた外胚葉頂堤の形態学的変
化，生理的細胞死の局在を観察することにより下肢
の発生，分化の順序を推察した．
　1．出芽発生初期における間葉細胞の生理的細胞
死は近位座後にみられ，経時的に遠位軸前に観察さ
れた．
　2．外胚葉頂堤細胞に生理的細胞死が観察され，外
胚葉頂堤の形態変化を規定していると考えられた．
　3．指間部の生理的細胞死は指間形成のための細
胞死であると考えられ，経時的に観察される領域が
近位より遠位に向かった．
　4．肢芽の分化の方向は，生理的細胞死が観察され
た位置の変化から，近位より遠位に向かうと考えら
れた．
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Morphological　Study　of　Physiological　Cell　Death　in　Developing　Rat　Lower　Extremities
Eiichi　OHTA
Department　of　Anatomy，　Tokyo　Medical　College
　　　　　（Director：Prof．　Shigeo　UCHINO）
　　Morphogenesis　in　the　developing　hind　limbs　of　the　rat　fetus　was　observed　sequentially　on　days　12－v　16
0f　gestation　under　light　and　electron　microscopy．
　　On　day　12，　the　limb　bud　was　almost　round　and　the　apical　ectodermal　ridge　（AER）　formed　a　band
at　the　edge　of　the　bud．　The　thickest　part　of　the　AER，　at　the　tip　of　the　limb　bud，　was　composed　of　3　to
5　cell　layers．　Physiological　cell　death　was　observed　in　the　AER　by　electron　microscopy．　Cell　death　was
also　observed　in　the　postaxial　mesenchyme，　predominantly　in　the　proximal　part　of　the　limb　bud．
　　On　day　14，　the　main　site　of　cell　death　in　the　mesenchyme　had　moved　to　the　distal　preaxial　region．
Digital　rays　had　appeared，　but　the　l　st　and　5th　digital　rays　were　indistinct，　the　l　st　to　3rd　digital　rays
showed　fusion　at　the　proximal　end．　The　4th　and　5th　digital　rays　also　showed　fusion　at　the　proximal　end，
but　there　was　no　fusion　between　these　two　groups　of　rays．　On　day　15，　the　AER　tended　to　disappear　as
the　digital　rays　became　more　distinct．
　　Physiological　cell　death　was　mainly　observed　at　the　site　of　morphogenesis，　e．g．，　in　the　center　of　the　limb
bud，　in　the　interdigital　mesenchyme，　and　in　the　AER．　Development　progressed　predominantly　in　the
postaxial　area　from　a　proximal　to　distal　direction，　as　was　proven　by　the　observation　of　cell　death　in　the
mesenchyme．　Physiological　cell　death　in　the　ectoderm　was　observed　from　the　center　of　the　AER　in　the
limb　bud　to　post　and　pre－axial　areas　of　the　AER．　Our　electron　microscopic　study　showed　physiologicaI
ce11　death　in　the　AER　persisting　until　morphogenetic　change　of　the　long　axial　was　completed．
　　It　was　concluded　that　physiological　cell　death　in　the　embryonic　period　is　closely　related　to　mor－
phogenesis　of　the　limb　bud　and　that　the　sequence　of　physiological　cell　death　influences　the　direction　of
differentiation．
〈Key　words＞　apical　ectodermal　ridge，　physiological　cell　death，　embryology，　lower　extremity，　rat．
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